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摘要 : 致 病 性 病毒 严 j 交 (tree shrew，7Tupaig) 生 命 健康 ， 但 却 鲜 见 有 关 树 鸥 自然 感染 病毒 的 报道 。 该 研究 采集 6 份 
笋 泻 死 亡 的 野生 树 哆 凑 便 ， 用 Vero 细胞 进行 病毒 分 离 ，72 h 后 细胞 发 生病 变 ， 特 征 为 颗粒 增多 、 破 碎 、 变 圆 固 缩 、 拉 网 及 
落 等 ， 电 镜 观 察 显 示 该 病毒 为 球形 ， 双 层 衣 过 ， 完 整 直径 ~75 nm。 纯 化 病毒 经 核酸 PAGE 电泳 后 呈现 10 个 核酸 节 段 ， 并 


型 的 3:3:4 排列 。 哺 乳 动物 呼 肠 孤 病毒 (nammalian orthoreovirus，MRV) Z7 基因 保守 区 RT-PCR 检测 、 序 列 分 析 及 进化 树 
建 结果 表明 ， 该 病毒 株 属 于 MRV， 且 与 来 源 于 蝙蝠 的 呼 肠 孤 病毒 分 离 株 (T3/BayGermany/342/08) 同 源 性 最 高 。MRV 是 人 
此 患 病 病 毒 ， 该 实验 首次 从 树 欧 体内 成 功 分 离 到 MRV， 对 今后 研究 制定 实验 树 网 病毒 学 控制 标准 具有 指导 意义 ， 同 时 为 有 


页 防 该 病毒 在 树 驳 与 人 类 之 间 传 播 提供 了 实验 依据 。 
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Isolation and identification of Tupaia orthoreovirus 
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Abstract: Pathogenic viruses can harm acutely the life and health of laboratory tree shrews acutely; however, few papers exist 
regarding natural pathogenic virus infection in this species. Six fecal samples obtained from dead tree shrews were collected. The fecal 
supernatant infected Vero cell line resulted in cytopathic effects (CPE) after 72 h. The CPE included granulating, shrinking, rounding, 
seining and falling off. Electron microscopy showed the isolation was spherical, double-layered capsid, and about 75 nm in diameter. 
The purified isolation genome was 10 segments in a typical 3:3:4 arrangements, as shown by polyacrylamide gel electrophoresis 
(PAGE). The isolation was confirmed by RI-PCR assays targeting the conserved region of the L1 gene, sequence analysis and 
reconstruction of a phylogenetic tree. The isolation was a Tupaia Orthoreovirus (TRV), belonging to Mammalian Orthoreovirus 
(MRYV). The obtained strain had the closest phylogenetic relationship to the MRYV strain T3/Bat/Germany/342/08. As a zoonotic virus, 
the novel TRV strain was first isolated from wild tree shrews, which is significant for promoting tree shrew standardization and 
providing scientific data for preventing zoonotic tree shrew-to-human transmission. 


Keywords: Tree shrew: Tupaia reovirus; Isolation; Identification 
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削 乳 动物 呼 上 肠 孤 病毒 (mammalian orthoreovirus， ”于 1954 年 于 健康 儿童 凑 便 中 分 离 (Huang et al， 

MRV) 隶属 于 呼 肠 孤 病毒 科 (Reoviridea) 正 呼 肠 孤 1990)。 病 毒 核 酸 为 双 链 RNA (dsRNA)， 首 次 证 实 
病毒 属 (Orthoreovirus) 第 一 亚 群 (Van Regenmortel 了 dsRNA 可 以 作为 稳定 的 生命 形态 存在 于 自然 界 
et al，2003)。 该 病毒 首次 由 Ramos-Alvarez&& Sabin ”中 (Sabin et al 1959)。MRV RNA 分 10 个 节 段 ， 按 
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分 子 量 大 小 可 分 成 大 (L1, L2, L3)、 中 (M1，M2， 
M3) 和 小 (S1，S2，S3，S4) 三 个 类 群 ， 分 别 编码 
11 种 蛋白， 包括 8 种 结构 蛋白 和 3 种 非 结构 蛋白 
(McCrae 及 Joklik，1978)。 该 病毒 宿主 范围 非常 ) 
泛 ,， 包括 人 、 鼠 、 猫 、 犬 、 猪 、 牛 (Zeng et al, 2007) 
及 蝙 峡 (Koh et al, 2012) 等 多 种 动物 ， 甚 至 也 在 河 
水 、 贮 存 水 及 污水 等 中 被 发 现 (Spinner et al, 2001)。 
虽然 该 病毒 与 疾病 的 确切 关系 尚未 最 后 确定 ， 但 是 
MRV 可 引起 动物 严重 呼吸 窗 迫 综合 症 ， 肺 纤维 化 
(London et al 2003) 和 致死 性 间 质 性 肺炎 (Tillotson 
色 Lemer 1967)， 且 对 SARS 病原 的 相关 研究 也 发 现 
SARS 的 发 生 可 能 与 呼 肠 孤 病 毒 的 同时 感染 有 关 
(Zou et al, 2003)。 近 几 年 的 相关 文献 报道 ， 蝙 蝠 源 
呼 肠 孤 病毒 感染 人 类 后 可 导致 急性 上 呼吸 道 疾 病 
(Chua et al, 2011)。 

虽然 MRV 在 多 种 动物 中 被 发 现 ， 但 是 目前 尚 
无 其 在 树 鸥 (tree shrew，7TUupaia) 体 内 的 相关 报道 。 
为 了 解 树 哆 是 否 自然 携带 该 病毒 ，2011 年 冬 ， 随 机 
取 6 份 腹 汽 死 亡 的 野生 树 萄 凑 便 标本 ， 并 用 Vero 
细胞 进行 病毒 分 离 ， 首 次 成 功 从 树 网 体内 分 离 出 
MRV。 腹 海 死 亡 的 野生 树 哆 发 病症 状 为 精神 萎靡 、 
身体 赚 缩 、 眼 瞪 和 角膜 红肿 、 眼 睛 分 泌 物 增加 、 不 
子 泽 烂 及 血便 等 。 解 剖 可 见 肠 道 出 血 及 肺 局 部 坏 
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树 欧 作为 新 兴 的 实验 动物 ， 需 明确 其 病原 菌 自 
然 携 带 情 况 。 本 实验 证 实 树 网 自然 携带 MRV， 为 
开展 和 制定 树 欧 病毒 质量 控制 及 标准 ， 实 现 树 哆 实 
验 动物 标准 化 奠定 了 基础 。 
1 材料 与 方法 
1.1 实验 材料 

野生 树 网 及 6 份 羔 便 样本 均 采 自 云南 省 昆明 市 
青龙 峡 地 区 ; Vero 传代 细胞 (由 中 国医 学 科学 院 医 
学 生物 学 研究 所 免疫 室 保存 ; Minimum essential 




















































































































震荡 混 匀 , 4 000 r/min 离心 10 min, 上 清 经 0.22 hm 
微 孔 滤 膜 过 滤 。 将 处 理 好 的 凑 便 上 清 接 种 于 96 孔 
板 Vero 细胞 单 层 上 ， 每 孔 接种 30 pL， 每 份 上 清 接 
种 16 孔 ， 于 37 ‘C、5%CO2 哼 箱 中 吸附 90 min， 
每 隔 15 min 轻 轻 摇晃 96 孔 板 ， 使 病毒 均匀 充分 地 
吸附 到 细胞 上 。 同 时 ， 每 个 96 孔 板 设置 16 孔 空白 
对 照 , 吸 弃 未 吸附 的 病毒 液 , 加 入 MEM 维持 液 150 
kL, 于 37 'C、5% CO; 孵 箱 中 培养 ， 连 续 观 察 细 胞 
病变 效应 (cytopathogenic effect，CPE)7 d， 并 连续 
言传 三 代 。 取 言传 三 代 病 变 的 Vero 细胞 反复 冻 融 3 
次 使 细胞 完全 裂解 ， 于 4 ‘C,，4000 r/min 离心 30 
min， 弃 沉淀 取 上 清 ， 然 后 4 CC，9000 r/min 离心 
20 min， 弃 沉淀 取 上 清 ， 于 4 CC，55000 r/min 离 
心 180 min， 将 沉淀 用 适量 PBS 溶解 ，4 储存。 
1% 磷 钨 酸 常规 染色 纯化 病毒 后 ， 于 Hitachi 透射 电 
镜 下 观察 。 

按照 病毒 DNA/RNA 提取 试剂 盒 (TaKaRa 生 
物 工程 有 限 公司 ) 说 明 书 提取 纯化 病毒 核酸 。 提 取 的 
病毒 基因 组 核酸 样品 按 9:1 的 体积 与 10x loading 
buffer 混 久 后 经 核酸 聚 丙 烯 酰胺 凝 腕 (PAGE) 电 泳 
( 积 层 胶 3.3%， 分 离 胶 10%), 每 孔 上 样 15 pL，100 
V 恒 压 。 硝 酸 银 染色 观察 。 

以 提取 的 病毒 核酸 为 模板 ,对 LI 基因 进行 PCR 
扩 增 。 反 应 体系 条 件 参照 TaKaRa RT-PCR 试剂 盒 说 
明 书 。 根 据 Z7 基因 保守 部 分 设计 引物 ， 并 参考 
Chang et al (2008) 的 报道 P1: 5-GCATCCATTGT 
AAATGACGAGTCTG-3', P2: 5'-CTTGAGATTAG 
CTCTAGCATCAGTTG-3"”)。 扩 增产 物 回收 纯化 后 ， 
送 TaKaRa 生物 工程 有限 公 司 测 序 。 测 序 结果 通过 
NCBI 在 Blast 上 进行 基因 比 对 , 选用 同 源 性 较 高 序 
列 为 参考 序列 。 

采用 软件 MEGA5.05 中 的 临 位 相连 法 
Ceighbor-joining) 绘 制 树 网 呼 肠 孤 病毒 L7 序列 与 参 
考 序列 以 及 代表 株 TIL、T2J、T3D 及 NEDYV 等 LJ 






















































































































































































































































































medium (MEM) 液体 培养 基 、1% 双 抗 、 谷 氮 酰 腕 及 
碳酸 氧 钠 等 来 自 中 国医 学 科学 院 医学 生物 学 研究 
所 ; 标准 新 生 牛 血清 购 自 兰州 民 海 生物 工程 有 限 公 
司 ; DNA 胶 回 收 试剂 盒 、RT-PCR 试剂 盒 及 病毒 
DNA/RNA 提取 试剂 盒 等 购 自 TaKaRa 生物 工程 有 
限 公 司 ; PCR 反应 引物 来 自 上 海 生 工 生物 工程 有 限 
公司 。 
1.2 ”实验 方法 

六 份 树 哆 凑 便 样本 按 1:5 比例 加 入 PBS， 流 涡 


































































































序列 的 系统 进化 树 ， 并 采用 自 引 分 析 法 (Bootstrap， 
n=1000) 进 行 评估 。 


2 结 果 


2.1 病毒 的 细胞 病变 (cytopathic effects, CPE) 特 征 
六 份 羔 便 样本 在 Vero 细胞 中 进行 病毒 分 离 ， 
得 到 1 株 MRV 分 离 毒 株 Tupaia orthoreovirus 
(TRV)。 连 续 盲 传 3 代 后 ， 出 现 稳 定 细胞 病变 。 病 
毒 接种 3 d 后 开始 产生 细胞 病变 , 细胞 内 颗粒 增多 、 





























118 动 物 
细胞 逐渐 破碎 、 固 缩 变 圆 、 细 胞 拉 网 及 脱落 ， 正 和 常 





Vero 细胞 生长 良好 (图 
2.2 ”电镜 观察 

电镜 下 ， 可 见 大 量 密集 排列 的 球形 病毒 颗粒 ， 
完整 直径 ~75 nm,， 内 核 直径 45~55 nm,， 完 整 病毒 颗 
粒 以 及 “ 空 过 颗粒 ” 均 可 见 ， 双 层 衣 过， 形态 疑似 
呼 肠 孤 病 毒 (图 2)。 
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Figure 1 
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2.3 ”核酸 聚 丙 烯 酰胺 电泳 

纯化 的 病毒 DNA/RNA 核酸 PAGE 电泳 结果 显 
示 该 病毒 由 10 个 核酸 节 段 组 成 ， 存 在 3 个 明显 的 
节 段 区 ， 按 分 子 量 大 小 可 分 成 大 (L1，L2，L3)、 


中 M1，M2，M3) 和 小 (SI1，S2，S3，S4) 三 个 类 
群 ， 且 呈 现 典 型 的 3:3:4 排列 (图 3)。 











Normal Vero cells and isolation strain TRV on the cells with cytopathic effects 


A: 正常 Vero 细胞 ，B: 分 离 毒 株 TRV 在 Vero 细胞 上 的 病变 。 
A: Normal Vero cells; B: Isolation TRV on the Vero cells with cytopathic effects. 








图 2 分 离 毒 株 TRV 电镜 观察 


Figure 2 Electron microscopic observation of the isolation TRV 





2.4 ” RT-PCR 产物 

2% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 PCR 扩 增 产物 ， 目 的 条 带 
~370 bp， 与 预期 大 小 一 致 (图 4。 
2.5 目的 基因 序列 分 析 

在 NCBI Blast 上 进行 的 序列 对 比 结果 显示 目 
的 基因 序列 与 代表 株 TIL、T2J、T3D 及 NEDYV 等 
的 L7 基因 序列 的 核酸 同 源 性 分 别 为 899%、76%、 
89% 和 88%， 与 蝙蝠 来 源 的 MRV 分 离 株 
T3Germany342/08(MRYV strain T3/Bat/Germany/342/ 
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图 3 分 离 毒 株 TRV 基因 组 节 段 的 PAGE 电泳 图 谱 
Figure 3 PAGE analysis of the genome segments of the 
isolation TRV 


08) 核酸 同 源 性 最 高 ， 达 96%。 进 化 树 上 结果 表明 
该 病毒 与 MRV 同属 一 支 , 上 且 与 蝙 旺 来 源 的 MRYV 同 
源 性 最 高 (图 5)。 
3 讨 论 

本 实验 从 树 网 凑 便 中 分 离 的 TRV 病毒 株 可 至 


Vero 细胞 逐渐 破碎 、 固 缩 变 圆 、 拉 网 及 脱落 ， 电 镜 
图 显示 病毒 颗粒 为 球形 ， 双 层 衣 过 ， 完 整 直径 ~75 
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Maker 空白 ”目的 条 带 
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图 4 ”分离 毒 株 TRV LIl 基因 电泳 分 析 
Figure4 Amplification of the isolation TRVL1 by RT-PCR 

















97 


99 





娟 等 ， 树 胸 呼 肠 孤 病 毒 的 分 离 鉴 定 119 

















nm; 纯化 病毒 核酸 PAGE 胶 电 泳 结果 显示 , 该 病毒 
由 10 个 核酸 节 段 组 成 旦 为 3:3:4 排列 。 以 上 结果 均 
符合 已 报道 的 MRV 的 生物 学 特征 。 为 进一步 确定 
该 病毒 是 否 为 MRV,， 经 MRV LI1 基因 保守 区 
RT-PCR 扩 增 、NCBI Blast 核酸 序列 比 对 及 
MEGA5.05 构建 进化 树 ， 得 出 结果 : 目的 基因 序列 
与 从 大 耳 申 (P auritus) 中 分 离 出 的 MRV 分 离 株 
T3Ger342-08 核酸 同 源 性 最 高 ， 达 96%。 从 进化 树 
上 看 ， 该 病毒 与 MRV 同属 一 支 ， 晶 与 从 大 耳 蝠 中 
分 离 出 的 MRYV 分 离 株 T3Ger342-08 同 源 性 最 高 。 
从 而 证 实 该 毒 株 为 MRV， 并 初步 命名 为 树 哆 呼 肠 
孤 病 毒 (TRV)。 
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图 5 分 离 株 二 基因 (376 bp) 的 分 子 进化 树 














Figure 5 Phylogenetic tree of L] gene sequence (376 bp) of the isolate strain and reference strains 


树 欧 在 分 类 地 位 上 为 攀 鸥 目 (Scandentia)， 大 耳 


























蝙 在 分 类 地 位 上 为 缀 手 目 (Chiroptera) 小 蝙蝠 


亚 目 
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上 看 ， 





(Archonta)。 从 统 兽 总 目 系 统 进化 树 | 














(Microchiroptera)。 获 哆 目 和 骂 手 目 均 置 于 统 兽 总 日 


攀 鬼 目 和 


副手 目 小 蜗 蝠 亚 目的 亲缘 关系 最 为 接近 。 树 网 以 昆 




























































































清 型 2 型 (ST2) 代 表 株 T2J (type 2 Jones) 株 、 血 清 型 
3 型 (ST3) 代 表 株 T3D (type 3 Dearing) 株 及 血清 型 4 
型 (ST4) 代 表 株 NEDYV 株 (Attoui et al，2001)。 
Leary et al (2002) 报 道 ，MRV Ll 基因 进化 与 
清 型 无 关 。 由 于 该 目的 基因 来 源 于 MRV Z7 基因， 














































































































虫 为 主食 ， 兼 食 岛 类 、 兽 类 和 植物 果实 。 大 征 晤 的 











食物 为 昆虫 、 鸟 类 、 兽 类 以 及 其 他 蝙蝠 。 可 见 ， 树 
秽 与 大 耳 蝙 的 食性 相似 。 由 于 树 哆 和 大 耳 晤 亲缘 关 
系 接近 且 食 性 相似 ， 可 能 导致 他 们 感 
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MRV。 因 此 ， 树 网 与 大 耳 蝠 较 近 的 亲缘 关系 和 相似 
的 食性 可 能 是 TRV 和 T3Ger342-08 同 源 性 最 高 的 因 














素 之 一 。 














染 同一 种 








MRYV 都 有 一 个 共同 的 complement-fixing 抗原 ， 


用 血 凝 抑制 试验 和 中 和 试验 nipe 
分 为 4 个 血清 型 (1、2、3、4 型 ) ， 
为 了 
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其 





et al，2001) 可 





其 代表 株 分 别 
青 型 1 型 (ST1) 代表 株 TIL (type 1 Lang) 株 、 血 
































因此 ， 不 能 通过 该 目的 基因 序列 比 对 及 进化 树 构 建 
等 结果 对 该 病毒 株 进行 血清 型 判定 。Cashdollar et al 
(1985) 报道 $7 基因 进化 与 血清 型 关系 密切 。 下 一 
步 欲 获得 该 毒 株 87 全 基因 序列 ， 通 过 $7 全 基因 序 
列 比 对 、 进 化 树 构建 、 血 凝 抑制 试验 和 中 和 试验 来 
判定 该 毒 株 的 血清 型 。 

MRV 具有 广泛 的 致 病 性 ， 对 多 种 动物 胃 肠 道 
(Tyler et al, 1998)、 上 呼吸 道 (Majeski et al, 2003a)、 
肺 (Majeski et al, 2003b)、 心脏 (Debiasi et al, 2001) 
及 神经 系统 (Tyler et al，2004) 等 多 种 组 织 均 具有 
一 定 的 致 病 性 ， 并 能 在 这 些 发 病 组 织 及 肿瘤 组 织 中 

























































































































































































120 动 物 


分 离 出 MRV。 多 数 人 感染 MRV 后 无 临床 症状 ， 少 
数 出 现 轻微 的 呼吸 道 、 胃 肠 道 或 神经 系统 疾病 ， 罕 
见 严 重 并 发 症 甚 至 死亡 。 鼠 、 猪 、 牛 、 猴 及 猫 等 
种 动物 感染 MRYV 后 , 同样 会 出 现 一 定 的 临床 症状 。 
如 感染 MRYV 1 型 的 小 鼠 , 通 常 于 感染 后 5~7 d 死 亡 ， 
EE 镜 检测 显示 神经 元 及 心肌 等 处 存在 大 量 病毒 颗 
粒 (Huang et al, 1990)。 以 上 结果 提醒 我 们 应 该 谨慎 
对 待 MRV。TRYV 的 首次 分 离 ， 为 国内 外 开展 TRV 
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的 相关 研究 如 病毒 生物 学 特征 、 基 因 组 结构 和 功 
能 、 致 病 机 制 以 及 与 疾病 的 关系 等 商定 了 基础 。 
本 实验 结果 提示 树 购 是 MRV 的 自然 宿主 。 目 
前 ， 正 在 开展 树 购 实验 动物 化 的 研究 ， 因 此 树 鸯 可 
以 作为 一 种 研究 MRV 的 良好 动物 模型 。 

MRV 是 人 兽 共 患 病 病毒 ， 不 仅 会 影响 动物 的 
生命 健康 、 干 扰 实 验 结果 的 可 信 性 ， 而 且 可 能 危害 
实验 动物 从 业 人 员 的 生命 健康 , 为 此 , 建议 将 MRV 
列 为 实验 树 网 病毒 质量 控制 的 检测 指标 。 
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